























































































of  the  mineral  content  of  the  bone  as  hydroxylapatite  (Ca10(PO4)6(OH)2),  which  means  that  the 





associated  to exposure  to one or more anthropogenic  sources.  Iron and potassium  remain  in  the 
more amorphous mineral matrix in contact with blood vessels as they have their origin in the original 
blood content of the bone.  
These  elements were  analysed  and quantitated  in  the bones by XRF  and  the  results  exported  to 
excel.  The different bones  analysed presented different  levels of  the  elements of  interest, which 
were  used  as  raw  data  for  analysis  using  Principal  Component  Analysis  (PCA)  and  the  results 
subjected  to  cross  validation  using  Linear  Discriminant  Analysis  (LDA)  and  the  leave‐one‐out 
algorithm.  The  hypothesis  to  be  proven  is  that  different  individuals will  present  unique  levels  of 
these  elements  in  the  bone  depending  on  their  own  diet,  physiology  and  metabolism.  These 




two  individuals  based  on  their  elemental  concentration.  The  factor  loadings  and  the  correlation 
scatterplots  for  the analysis  identified Pb, Sr and Fe  (for PC1) and Ca and K  (for PC2) as  the most 
important variables influencing the separation. From this analysis we can infer that there is enough 
chemical difference  to  separate both  skeletons but enough  similarities  to group  them  in  the  right 
group as the cross validation demonstrated with a 100% correct classification.  













The use of ratios has been used  in anthropology before to assess the dietary  influence  in different 
species and to assess the carnivorous or vegetarian status of the bone remains (Elias et al, 1982). In 
this sense the Sr/Ca ratio was used for this task.   Another ratio used to assess the  influence of the 
lead  incorporated  into bones and the replacement by the Pb+2  ions  in the bone structure  is Pb/Ca.  
Following  this  trend  of  using  elemental  ratios  with  some  significance,  three  new  ratios  were 
incorporated  to  the model.    The  Sr/Pb  ratio measured  the  competition  between  these  two  very 
similar  ions  aiming  to  replace  calcium  in  the  bone.  This  ratio  can  differ  amongst  individuals 






ferritin  in  the bone marrow.  These  two metals  are  strongly  related  to metabolic  activities of  the 
individual and its ratio will be related to metabolic activities, which is likely to be different between 











PC1 and PC3  showed  the most discrimination power  in  the clustering of  the different groups and 
were selected for the final analysis. When the supervised learning using LDA and the leave‐one‐out 
algorithm in the cross validation was performed, all samples were correctly classified using the ratios 







the previous  analysis,  the  Sr/Ca  ratio was  the  least  significant  variable  influencing  the  separation 
model although this time was used to produce the separation as can be seen  in  the scatterplot  in 
figure 4, and also as obtained  in the factor  loading data.   The multivariate analysis still presented a 
good  discrimination  power,  but  some  loss  can  be  associated  to  the  increase  of  the  chemical 




alter  their natural  similarities and differences and making  it easier  to alter  the  classification. This 
process  is occurring naturally  in bones buried  in the same area as the chemical composition of the 
soil is similar. In the case of our samples, the skeletons were buried individually but close enough to 
each other to assume the same soil chemical composition. The process of diagenesis, in which some 
minerals can be  incorporated  into the structure of the bone,  is a slow process. Considering that,  in 
our case, the skeletons are 500 to 800 years old this phenomenon plays an important role as many 
elements present  in  the  soil were  found  to have perfused  (permeated?)  into  the  structure of  the 
bone. Although the bones were cleaned before analysis, as explained in the materials and methods 

















elemental  ratios  together  with  the  use  of  chemometrics  has  proven  effective  to  successfully 
separate three skeletons and still discriminated four with a very high degree of certainty.  
Another  suspected  potential  source  of  error  in  the  acquisition  of  the  data  was  the  lack  of 
homogeneity observed in the bones and their irregular shape. It is known that the distance from the 
object of study to the detector affects the intensity of the signal due to oxygen quenching. As not all 
the  bones  were  flat  and  presented  irregularities  small  differences  in  these  distances  may  have 
played a role  in  increasing the experimental error and affected the quality of the raw data for the 
statistical  analysis.  In order  to  assess  this,  a metal  alloy with  known  certified  values was used  to 
assess  how  distance  could  affect  the  analyses  and what  distances  could  be  acceptable  to  avoid 
experimental error. The analysis point of the analyser was moved away sequentially from the object 
of  analysis  and  the  readings  recorded  at  1,  2,  3  and  4  mm.  The  %RSD  obtained  for  all  the 




The  analysis  of  five  skeletons  using  the  same  methodological  procedure  demonstrated  that,  as 




bones  from  the  different  individuals  can  be  achieved  but,  as  predicted,  the  accuracy  of  the 
separation  diminished  and misclassification  increased.  Similar  to  the  previous  analyses,  the  ratio 
Sr/Ca  showed  the  lower  contribution  to  the  overall  model  when  analysed  using  the  correlation 
scatterplots  and  this  was  also  supported  by  the  factor  loading  analysis.  As  previously  the  most 
influential ratios were the Pb/Ca,  Zn/Fe and Sr/Pb in PC1.    
 
 Figure 4. Correlation scatterplot for the separation of four skeletons using the elemental ratios: 
Sr/Ca, Pb/Ca, Sr/Pb, Zn/Fe and K/Fe.  
 
Conclusion 
The results of the different atomic spectroscopic analyses combined with the use of multivariate 
analysis on a set of 5 skeletons produced a series of plots using Principal Component Analysis that 
helped to separate them with a high percentage of accuracy when two, three or four skeletons 
needed to be separated as demonstrated by the cross validation tools. A high degree of separation 
was achieved when five skeletons were used but the results showed a greater degree of dispersion 
and lower classification percentages.  
The advantages of the use of X‐Ray Fluorescence for the separation of human remains obtained 
from commingled mass graves are evident: XRF is portable and can be taken to remote areas if 
needed; it is a relatively inexpensive technique in comparison to DNA analysis and there is no need 
for a expensively‐equipped laboratory or chemicals to develop the results; analyses can be 
performed in 30 seconds and an identification and separation can be achieved within hours; most 
importantly this is a non‐destructive technique and the remains can be returned to the families 
intact. In terms of archaeological specimens it is important to preserve the skeletons and use non‐
destructive techniques so they can be preserved for future generations to study. 
These advantages present this technique as the ideal screening technique prior to DNA analysis for 
confirmation of identification and present a feasible alternative in field work or when combined with 
DNA analysis can accelerate the identification of human remains as only those bones in doubt will 
need to be analysed by DNA techniques speeding up the whole process.    
 
 
